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DNA与 CdS-COOH-EcoＲI复合物相互作用的研究
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摘要: 采用荧光光谱、原子力显微镜、琼脂糖凝胶电泳等技术探究 CdS-COOH-EcoＲI 复合物与 DNA 的相

互作用．研究发现，小粒径的 CdS-COOH-EcoＲI复合物与 DNA除了有特异性结合，还发生非特异性结合．

DNA相对浓度比较大以及恒温孵育时间较短时，以特异性结合为主; 而随着 DNA 相对浓度的减小以及

恒温孵育时间的延长，会伴有非特异性结合． Ca2 +存在时，可以通过延长孵育时间“激活”酶切反应，使得
DNA被剪切．因此可以通过改变 DNA相对浓度和孵育时间来调控 EcoＲI对 DNA的剪切．
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0 引言

纳米生物技术是纳米技术和分子生物学的融

合，是当今热点课题之一，被广泛地应用于生物医药

领域［1］．其中基于该技术的传感器，可以用来监测
人体的健康状况［2］．由于这些生物纳米粒子的生物
兼容性以及对生命体的安全性需要得到保障，生物

纳米粒子与生命体内的生物大分子之间的相互作用

的研究则显得至关重要． 对纳米粒子与蛋白质形成
的复合物与 DNA之间相互作用的研究，仍是纳米生
物领域的重点研究课题． 本文主要探索固载在 CdS
纳米粒子表面的限制性内切酶 EcoＲI 与 DNA 之间
的相互作用．

EcoＲI 是一种限制性内切酶，是生物体内非常
重要的一种酶，同时又被广泛研究，已有数据可直接

为本研究提供参考．它具有特异性作用，即它能够特
异性地切割 DNA的 GAATTC序列［3-4］．
本这通过原子力显微镜、琼脂糖电泳等表征手

段研究了 2 种粒径的 CdS-EcoＲI复合物分别与不同
序列、长度、形状的 DNA的相互作用．然后选用其中
1 种 DNA( pBＲ322DNA) ，根据结合数量的柱状分布
图统计分析，研究了 DNA 相对浓度大小、孵育时间

对小粒径 CdS-COOH-EcoＲI 复合物与 DNA 结合方
式的影响，并在 Ca2 +离子存在下探究了 CdS-COOH-
EcoＲ中 CdS-COOH纳米粒子在 EcoＲ 对 DNA 酶切
作用的影响． 研究发现 CdS-COOH-EcoＲI 复合物粒
径、CdS-COOH-EcoＲI 复合物中 CdS-COOH 纳米粒
子、恒温孵育时间以及 DNA相对浓度大小对 EcoＲI-
DNA酶切作用都有一定的影响．

1 实验

1． 1 仪器和实验

Perkin-Elmer LS 55 luminescence荧光分光光度
计; AJ-Ⅲ原子力显微镜 AFM( 上海爱建纳米科技) ;
Mini-PＲOTEAN电泳仪( 美国伯乐) ; Anke TGL-18C-
C离心机( 上海安亭科学仪器) ; 79-1 磁力加热搅拌
器( 江苏中大仪器) ; DHG-9140A电热恒温鼓风干燥
箱( 上海一恒科技有限公司) ; DKB-501A 超级恒温
水槽( 上海森信实验仪器有限公司) ．

Na2S·9H2 O、CdCl2 ( 上海阿拉丁) ，巯基十一
酸( MUA，美国 Sigma-Aldrich 公司，95% ) ，λ-DNA、
pBＲ322DNA ( 4 361 bp ) 、λ-Hind Ⅲ digest DNA
Marker、琼脂糖( 宝生物工程( 大连) 有限公司) ，
EcoＲI( 宝生物工程( 大连) 有限公司，大肠杆菌，



ＲY13) ，10 × TAE缓冲液( 2． 42 g Tris，571 μL 醋酸，
0． 372 g EDTA，8 mL 3 次蒸馏水) ，GelＲed Nucleic
Acid Gel stain( 美国 Biotium公司) ．其他试剂购买于
中国北京化学试剂公司，为分析纯，使用前未经纯

化．云母( KAl12 ( AlSi3 ) O10 ( OH) 2 ) 购买于中国长春．

1． 2 实验过程

1． 2． 1 CdS-COOH-EcoＲI 复合物的制备 取适量
CdCl2和 Na2S·9H2O制得 10 mmol·L －1水溶液，在

氮气氛围中于 30 ℃恒温搅拌 15 min，随后逐滴滴加
pH值为 10． 0 的 MUA的 NaOH溶液．在搅拌的条件
下，向溶液中缓慢加入与 CdCl2等量 Na2 S 溶液，于

75 ℃反应 6 h． 通过调节 MUA 与 Cd2 +物质的量之

比来控制 2 种粒径 CdS-COOH纳米粒子的大小．

将 Na2HPO4和 NaH2 PO4按 123 ∶ 877 的体积比

混合配制 pH值约为 6． 0 的 0． 2 mol·L －1磷酸缓冲

溶液( PBS溶液) ．将已制得的 2 种 CdS-COOH 纳米
粒子与 EcoＲI 按所需的浓度比混合于 500 μL 以上
PBS溶液中，于 4 ℃条件下孵育 1 h 后取出，进行离
心操作，转速和时间分别设为 12 000 r·min －1，

10 min，接着去除上层清液，得到 CdS-COOH-EcoＲI
复合物溶液． 制得的 CdS-COOH-EcoＲI 粒径分别为
4． 3 nm和 2． 6 nm．
1． 2． 2 荧光光谱分析 配制 EcoＲI 溶液( 0． 025 U·

μL －1 ) 、CdS-COOH-EcoＲI 溶液( 两者浓度配比分别
为 0． 1 mmol·L －1和 0． 025 U·μL －1 ) ．使用 1 cm 石
英比色皿，在 280 nm 的激发波长下测试 200 ～
700 nm范围的荧光光谱． 使用 PBS 溶液做背景
校正．
1． 2． 3 原子力 AFM表征 本实验使用原子力显微
镜( AFM) 来表征 DNA 与 CdS-COOH-EcoＲI 结合后
的形貌特征．操作在室温下进行，采用标准硅探针并
选用轻敲模式，其共振频率为 60 ～ 150 kHz．将基底
云母剪切至约 1 cm ×1 cm，使用前将其正反两面粘
黏数次直至云母表面抛光无明显可见裂纹．

将 λ-DNA溶液分别与 2 种粒径的 CdS-COOH-
EcoＲI溶液混合，pBＲ322DNA 溶液分别与 2 种粒径
的 CdS-COOH-EcoＲI 溶液混 合，制 得 DNA-CdS-
COOH-EcoＲI( 三者浓度分别 2． 0 ng·μL －1，0． 1 mmol·
L －1，3． 6 U·μL －1 ) 溶液，在制得的混合溶液中分别

加入 1 mmol·L －1醋酸钙溶液，于 37 ℃恒温孵育一
定长时间． 取约 30 μL 上述 DNA-CdS-COOH-EcoＲI

溶液滴于新制的云母片上，吸附约 13 min 后依次用
体积比为 1∶ 1 的超纯水 /无水乙醇、无水乙醇漂洗 5
次，然后放入干燥器中干燥即可．
1． 2． 4 琼脂糖凝胶电泳测试 琼脂糖凝胶电泳是
鉴定核酸的一种有力手段，如 DNA 检测、DNA 限制
性内切酶图谱制作等［5-6］． 实验所用琼脂糖浓度为
1% ．实验时需将配制的 10 × TAE 缓冲液稀释至
1 /10使用． 配制 40 ng Marker，pBＲ322DNA 溶液
( 4 ng·μL －1 ) ，CdS-COOH ( 1 mmol· L －1 ) -EcoＲI
( 1 U) -pBＲ322DNA( 4 ng·μL －1 ) 溶液，以上电泳试

液都需在 37 ℃条件下恒温孵育相应的时间．分别取
以上试液 10 μL于琼脂糖电泳泳道，在 120 V 电压
下进行约 30 min 的琼脂糖电泳测试，电泳结束后用
2 μL GelＲed进行染色．

2 结果与讨论

2． 1 DNA与 CdS-COOH-EcoＲI的结合作用

图 1( A) 为 CdS-COOH 与 EcoＲI 相互作用示意
图．本文首先采用荧光光谱法探究其相互作用．图 1
( B) 为 280 nm激发波长下 305 nm 处 EcoＲI 的荧光
发射峰( CdS-COOH 纳米粒子的荧光发射峰不在此
处) ．向 EcoＲI中加入 CdS-COOH纳米粒子后 EcoＲI
的荧光峰强度明显减弱，即出现猝灭现象，此现象表

明 EcoＲI与 CdS-COOH纳米粒子发生了相互作用．
图 1 ( C ) 、图 1 ( D ) 是 CdS-COOH-EcoＲI 复合物的
AFM形貌表征图，粒径分别约为 4． 3 nm和 2． 6 nm．
图 2 ( A ) 、图 2 ( C ) : 粒径约为 4． 3 nm CdS-

COOH-EcoＲI分别与 pBＲ322DNA、λ-DNA 结合的形
貌图．图 2( B) 、图 2( D) 分别为 CdS-COOH-EcoＲI与
pBＲ322DNA结合数量、结合数量的柱状分布图． 由
图 2 能够清晰看出 CdS-COOH-EcoＲI 与 DNA 发生
了结合．
指标准条件下 EcoＲI 能够识别进而结合 DNA

分子序列中的 5’GAATTC3’位点，这一过程构成了
EcorＲI 对 DNA 的 特 异 性 结 合． EcoＲI 对
pBＲ322DNA和 λ-DNA的识别位点分别为 1 个和 5
个［7-8］．根据柱状图 2( B) 、图 2 ( D) 统计分析得出，1
个 λ-DNA分子( 分子长度约 16 μm) 大约结合 4 ～ 5
个 CdS-COOH-EcoＲI复合物，而 1 个 pBＲ322DNA分
子( 分子长度约1． 48 μm) 大约结合 1 个 CdS-COOH-
EcoＲI复合物，这与 EcoＲI 在这 2 种 DNA 分子链上
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的特异性识别位点数一致． 结果表明粒径该粒径的
CdS-COOH-EcoＲI 复合物与 DNA 发生了有效的特

异性结合．

图 1 ( A) CdS-COOH-EcoＲI复合物合成示意图． ( B) EcoＲI，EcoＲI-CdS-COOH 的荧光光谱图，λex = 280 nm．

( C) 粒径约 4． 3 nm的 CdS-COOH-EcoＲI复合物 AFM 形貌表征图． ( D) 粒径约 2． 6 nm 的 CdS-COOH-

EcoＲI复合物与 AFM形貌表征图

图 2 粒径约 4． 3 nm 的 CdS-COOH-EcoＲI复合物与 DNA的 AFM形貌表征图及柱状分布图

同理，粒径约为 2． 6 nm CdS-COOH-EcoＲI 复合
物分别与 pBＲ322DNA、λ-DNA 结合，并进行 AFM

形貌表征，得到相应的 AFM形貌图以及结合数量的
柱状分布图． 3 ( A) 、图 3 ( C) 显示 CdS-COOH-EcoＲI
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与 DNA 发生了结合． 对比图 2，图 3 柱状图显示
CdS-COOH-EcoＲI 与 DNA 的结合数量超出了特异
性识别位点数．在一些特殊条件下，会出现星号活动
现象［9］，即限制性内切酶的识别能力和特异性下

降，结合位点数增加，如在体积浓度超过 5%的甘油

中，EcoＲI 也可识别结合 5’PuPuATPyPy3’或者
5’AATT3’等实验现象表明该粒径的 CdS-COOH 纳
米粒子与 EcoＲI 形成复合物之后，一定程度上影响
了 EcoＲI对 DNA序列的特异性识别能力，同时存在
特异性结合和非特异性结合．

图 3 粒径约 2． 6 nm的 CdS-COOH-EcoＲI复合物与 DNA的 AFM形貌表征图及柱状分布图

2． 2 CdS-COOH-EcoＲI 复合物与 DNA 结合方式的
研究

由上述结论可知，小粒径 CdS-COOH-EcoＲI 复
合物与 DNA之间除了有效的特异性结合外，还有非
特异性结合． 接下来主要探讨粒径约 2． 6 nm CdS-
COOH-EcoＲI复合物与 DNA 在不同条件下的结合
方式．
2． 2． 1 DNA浓度对结合方式的影响 此处探讨小
粒径 CdS-COOH-EcoＲI 与不同浓度 pBＲ322DNA 相
互作用的结合方式． 由图 4 ( B) 、图 4 ( D) 可知，1 分
子 pBＲ322DNA ( 1． 0 ng·μL －1 ) 约结合 3 ～ 4 个
CdS-COOH-EcoＲI 复合物，而 pBＲ322DNA 浓度为
2. 0 ng·μL －1时，结合数量为 1 个左右． 结果表明，
在有足够的 DNA 与 CdS-COOH-EcoＲI 结合的情况
下，DNA与 CdS-COOH-EcoＲI 主要表现为特异性结

合; 而当 DNA 浓度较小时，CdS-COOH-EcoＲI 浓度
相对过剩，则还会进一步与 DNA 发生非特异性结
合．由此可推断，CdS-COOH-EcoＲI 复合物与 DNA
结合时首先发生的是特异性结合．
2． 2． 2 不同孵育时间对结合方式的影响 接着探
讨了 DNA 与 CdS-COOH-EcoＲI 在不同孵育时间下
相互作用的结合方式． 图 5 为 1． 0 ng· μL －1

pBＲ322DNA与粒径约 2． 6 nm 的 CdS-COOH-EcoＲI
复合物在恒温 37 ℃条件下经过不同孵育时间的结
合情况的形貌表征图． 其中( A) 孵育 0． 5 h，( B) 孵
育 1． 0 h，( C) 孵育 1． 5 h． EcoＲI与 DNA的特异性结
合方式是移动式，即 EcoＲI随机的接触到 DNA分子
链后会沿着 DNA双螺旋链移动，当找到特异性位点
或者最终与 DNA分离时，移动停止［10-11］．
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图 4 粒径约 2． 6 nm 的 CdS-COOH-EcoＲI复合物与不同侬浓度 pBＲ322DNA 结合的 AFM 形貌表征

图及柱状分布图

由图 5可知，在其它实验条件相同时，恒温 0． 5 h
CdS-COOH-EcoＲI复合物与 DNA 的结合位点较少，

这是由于 EcoＲI对 DNA的特异性识别位点，从识别
到结合需要一定的过程，恒温时间较短特异性识别

结合 不 充 分． 随 着 孵 育 时 间 增 加 到 1. 0 h，
pBＲ322DNA上结合的 CdS-COOH-EcoＲI 复合物数
量相应增多．这与 CdS-COOOH-EcoＲI复合物首先与
DNA发生特异性结合，剩余的 CdS-COOH-EcoＲI 复
合物与 DNA发生非特异性结合的推断一致． EcoＲI

对 DNA的酶切作用需在 Mg2 +等二价离子存在时完

成，当溶液中的二价离子为 Ca2 + 时，它只结合到

GAATTC序列而不能将 DNA 切割［12］． 图 5 ( C ) 显
示，当恒温孵育时间继续增加到 1． 5 h 左右，即使溶
液中的二价离子为 Ca2 +，pBＲ322DNA 仍被剪切开
环．说明除了 Ca2 +还存在由 CdS-COOH-EcoＲI 复合
物中游离出来的 Cd2 + ．

将恒温孵育不同时间的 CdS-COOH-EcoＲI-DNA

混合液进行琼脂糖凝胶电泳分析测试，泳带 1 ～ 5

分别 是: Marker，pBＲ322DNA，CdS-COOH-EcoＲI-

pBＲ322DNA 恒温孵育 0． 5 h，CdS-COOH-EcoＲI-
pBＲ322DNA 恒温孵育 1． 0 h，CdS-COOH-EcoＲI-
pBＲ322DNA恒温孵育 1． 5 h．如图 5 ( D) 所示，恒温
孵育 1． 5 h 后，在缓冲液中的二价阳离子为 Ca2 +

( DNA不会被 EcoＲI 剪切) 条件下 DNA 仍然被剪
切，这与图 4 AFM的形貌表征图所得的实验结果相
一致．这可能是由于在 Ca2 +离子“关闭”了 EcoＲI 的
酶切作用基础上，较长的恒温孵育时间能够使 CdS-
EcoＲI复合物中有 Cd2 +离子游离出来，“激活”Eco-
ＲI 剪 切 DNA 这 一 酶 切 反 应，从 而 剪 切
pBＲ322DNA．

结合图 5( B) 和图 5( D) ，1 个 pBＲ322DNA分子
上结合了多个 CdS-COOH-EcoＲI 复合物，但是电泳
过程中 pBＲ322DNA 并没有被剪切成多个片段，表
明 CdS-COOH-EcoＲI复合物是按照特异性识别的位
点对 DNA进行剪切的．由于 CdS-COOH-EcoＲI 复合
物中的 CdS-COOH 纳米粒子一定程度上会影响复
合物对 DNA的酶切作用，所以需要控制与 DNA 的
结合作用时间来控制特异性结合的剪切作用．
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图 5 ( A) ( B) ( C) 粒径约 2． 6 nm 的 CdS-COOH-EcoＲI复合物与 pBＲ322DNA( 1． 0 ng·μL －1 ) 在不同

孵育时间下结合的 AFM形貌表征图; ( D) 琼脂糖电泳图

3 结论

利用荧光光谱、原子力显微镜、琼脂糖电泳等表
征手段统计分析得出，CdS-COOH-EcoＲI 复合物与
DNA之间发生了有效的特异性结合，另外，小粒径
的 CdS-COOH-EcoＲI复合物与 DNA 之间还存在非
特异性结合．当 DNA浓度比较大以及混合孵育时间
较短时以特异性结合为主． DNA 的相对浓度较小以
及较长反应时间时则同时存在特异性结合和非特异

性结合．由于 CdS-COOH 与 EcoＲI 结合形成复合物
后，能对 EcoＲI的酶活性产生一定的影响，此时即使
溶液中有 Ca2 +，较长的孵育时间也能使复合物中的

离子游离出来“激活”酶切反应，从而剪切 DNA． 由
此，可以通过调节 CdS-COOH-EcoＲI 复合物与 DNA
作用的相对浓度和反应时间来控制结合的过程和酶

切作用的程度．
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The Study on the Interaction between DNA and CdS-COOH-EcoＲI Complex

HUANG Mei，YE Shu-hong，SONG Yong-hai*

( College of Chemistry ＆ Chemical Engineering，Jiangxi Normal University，Nanchang Jiangxi 330022，China)

Abstract: In this work，the interaction between CdS-COOH-EcoＲI complex and DNA were studied with a combina-
tion of fluorescence spectroscopy，atomic force microscopy，agarose gel electrophoresis technology． In the study，it
was found that in addition to specific combination there also exists nonspecific combination． Specific combination is
dominant in the condition of relatively low DNA concentration and short thermostatic incubation time． However，non-
specific combination also occurs with the decrease of the relative DNA concentration and thermostatic incubation
time． If there exists Ca2 + cationic in the solution，the incubation time can be prolonged to“activate”enzyme reac-
tion，thus making the DNA sheared． From this，the relative DNA concentration and incubation time were allowed to
alter so as control the shearing of DNA by EcoＲI．
Key words: CdS-COOH; EcoＲI; DNA; CdS-COOH-EcoＲI complexes; fluorescence spectroscopy; atomic force mi-
croscopy; agarose electrophoresis
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